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 RESUMO GERAL 
O principal efeito de toxicidade do cloranfenicol (CAP) para o homem é a 
diminuição da produção de células vermelhas do sangue da medula óssea, levando 
à anemia aplásica e leucemia, principalmente em crianças. Assim, em 1994, a 
União Européia baniu o uso de CAP em animais produtores de alimentos devido ao 
risco que a presença de seus resíduos em alimentos apresenta à saúde humana. O 
US-FDA (US-Food and Drug Administration), a Austrália e o Brasil também proíbem 
o uso do CAP em animais produtores de alimentos destinados ao consumo 
humano. No presente estudo, um método sensível e de alta detectabilidade foi 
desenvolvido e validado para determinação de resíduos de CAP em diversas 
matrizes alimentares (peixe, camarão, aves, ovos, bovinos e suínos) utilizando a 
técnica LC-ESI-MS-MS. As amostras foram extraídas em solução salina tamponada 
com fosfato seguido de extração liquido-liquido com acetato de etila. A separação 
cromatográfica foi realizada em uma coluna C18 a temperatura ambiente e para 
quantificação e confirmação do CAP utilizou-se a técnica de espectrometria de 
massa em tandem. Para todas as matrizes, as curvas analíticas mostraram valores 
de r e recuperação maiores do que 0,98 e 50%, respectivamente. Os valores de 
exatidão ficaram entre 85 e 120% e a precisão foi abaixo de 20%. O limite de 







The main toxic effect of chloramphenicol (CAP) in humans is depression of red 
blood cell production in bone marrow leading to aplastic anemia and leukemia 
mainly in children. Thus, in 1994, the use of CAP in animals intended to food 
production was banned in the European Union (EU) due to the potential risk to 
human health posed by its residues in food. In the US-FDA (US-Food and Drug 
Administration), Australia and Brazil also prohibited the use of CAP in food-
producing animals destined to the human consumption. In this study, a selective 
and high detectability method was developed and validated for determining CAP 
residues in several food matrices (fish, shrimp, poultry, eggs, bovine and swine) by 
LC-ESI-MS-MS. The samples were extracted in a phosphate solution followed by 
liquid-liquid extraction with ethyl acetate. The chromatographic separation was 
performed in a C18 column at room temperature and for quantitation and 
confirmation of CAP it was used mass spectrometry in tandem. For all the 
matrices, the analytical curves showed r values and recovery higher than 0.98 and 
50%, respectively. The accuracies values lay between 85 and 120% and the 
precision was lower than 20%. The limit of quantitation was 0.1 ng g-1. The 









          Os antibióticos são substâncias químicas produzidas por microorganismos (fungos, 
bactérias, etc). Essas substâncias são capazes de destruir ou impedir o crescimento dos 
microorganismos patogênicos. Em 1947, o CAP foi isolado de culturas de Streptomyces 
venezuelae, sendo que dois anos mais tarde foi obtido por sínte e em escala industrial 
(PENNEY et al., 2005). É um antibiótico de largo espectro de ação, atuando sobre bactérias 
gram-positivas e gram-negativas (NEUHAUS et al., 2002). 
          O CAP é administrado preferencialmente pela via oral, aparecendo na maioria dos 
tecidos no intervalo de meia à uma hora após administração. Atinge as maiores 
concentrações no fígado, bile e rins e penetra rapidamente nos tecidos do olho, 
apresentando grande eficiência em infecções oculares. A biotransformação ocorre no 
fígado, sofrendo conjugação com ácido glucurônico, para posteriormente ser excretado 
pelos rins, apesar de que parte considerável é eliminada na forma ativa pela urina 
(SANTOS et al., 2006). 
         O CAP inibe a síntese protéica das células b cterianas apresentando, assim, alta 
toxicidade. Para o ser humano pode causar anemia aplásica, podendo levar à leucemia. O 
possível mecanismo de ação envolve a biotransformação do CAP por bactérias intestinais 
para dehidro-CAP e posterior nitroredução. A anemia aplásica induzida pelo CAP é 
irreversível, não sendo dose dependente. Por essas razões a Agência Internacional para 
Pesquisa do Câncer (IARC, 1990) considerou o CAP como “provavelmente carcinogênico 
para humanos” (Grupo 2A). O CAP pode afetar bebês recém-nascidos induzindo à 
“síndrome do bebê cinza”, uma situação patológica que pode ser fatal acima de 40% dos 
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casos se não tratada apropriadamente. Além disso, o CAP atravessa a barreira placentária e 
é excretado através do leite materno (GIKAS et al., 2004). 
          Os possíveis riscos à saúde humana decorrente do emprego de medicamentos 
veterinários em animais produtores de alimentos também estão associados aos resíduos dos 
medicamentos em níveis acima dos Limites Máximos de Resíduos (LMRs). Isto pode 
ocorrer quando o emprego do produto não observa as Boas Práticas de uso de 
medicamentos veterinários, em especial as especificações de uso e o período de carência. 
Assim, para proteger a saúde humana dos efeitos adversos de antibióticos potencialmente 
perigosos, a União Européia tem estabelecido LMRs para as substâncias autorizadas para 
uso como medicamentos veterinários em animais produtores de alimentos (COUNCIL 
REGULATION, 1990), sendo que, em 1994, baniu o uso de CAP devido ao risco que a 
presença de seus resíduos em alimentos apresenta à saúde humana. 
          O US-FDA (US-Food and Drug Administration) não aprovou o uso do CAP para uso 
em animais produtores de alimentos, devido à possibilidade em induzir anemia aplásica em 
pessoas susceptíveis. A recomendação veterinária para o CAP na Grã-Bretanha tem-se 
restringido ao uso oftálmico e ao tratamento sistêmico de grandes e pequenos animais, uma 
vez que estudos laboratoriais e clínicos mostraram não existir outro antibiótico que pudesse 
ser efetivo. Na Austrália, não é permitida a presença de resíduos de CAP nos alimentos 
sendo, então, proibido qualquer tipo de administração nos animais de produção. No Brasil, 
o Ministério da Agricultura proibiu a utilização do CAP em animais de produção, em 
virtude da toxicidade potencial dos resíduos present  os produtos destinados ao consumo 
humano (GIKAS et al., 2004). 
            Vários métodos tem sido publicados para  determinação de CAP usando 
Cromatografia Líquida com detector espectrômetro de massas (MS) (RAMOS et al., 2003) 
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ou detectores acoplados (tandem MS-MS) (GANTVERG et al., 2003; NEUHAUS et al., 
2002). Entretanto, muitos dos estudos publicados têm sido validados em número limitado 
de matrizes (PENNEY et al., 2005). Por outro lado, os métodos usando GC-DCE 
(cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons) ou GC-MS (cromatografia 
gasosa acoplada a um espectrômetro de massas) requerem derivatização do CAP, 
prolongando o procedimento de extração e acarretando em recuperações menores do 
analito. 
               Em geral, os métodos de detecção LC-MS (cromatografia liquida acoplada a 
espectrometria de massa) e LC-MS-MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria 
de massas em tandem) relatados na literatura envolvem um extenso procedim nto de 
limpeza do extrato da amostra, que inclui passagem em colunas de extração em fase sólida 
(PENNEY et al., 2005). Assim, visto que o CAP é empregado em baixa dosagem na 
maioria das espécies, que os métodos analíticos precisam apresentar elevada sensibilidade e 
detectabilidade quando utilizados tanto em estudos de metabolismo como para avaliar a 
presença de seus resíduos em produtos oriundos de animais tratados, o presente estudo tem 
o propósito de apresentar um método simples, rápido e c nfiável utilizando a técnica LC-
MS-MS para confirmação e quantificação de CAP, tendo como base a Decisão da 
Comunidade Européia (EUROPEAN DECISION, 2002), a qual está relacionada ao 
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Antibióticos são freqüentemente utilizados na agropecuária como agentes profiláticos e 
terapêuticos para evitar e curar doenças em animais. Assim, o uso difundido de drogas 
veterinárias e particularmente de antibióticos em anim is produtores de alimentos 
representa um potencial risco à saúde humana. O CAP é um antibiótico da classe dos 
anfenicóis, de amplo espectro e altamente efetivo contra bactérias gram negativas e gram 
positivas. Foi isolado originalmente de Streptomyces venezuelae, em 1948. Sua ampla 
utilização em todo o mundo tem mudado, devido a sua associação com anemia aplásica 
(uma doença geralmente fatal) com a exposição ao CAP, ainda que em baixos níveis de 
exposição. O uso de CAP em animais produtores de alimentos está banido nos Estados 
Unidos, na União Européia, no Brasil e em outros países. Neste artigo de revisão são 
fornecidas informações sobre o CAP em relação aos aspectos toxicológicos, presença em 
alimentos, legislação, bem como sobre métodos analíticos. 
 








Antibiotics are often used in farming as prophylactic and therapeutic agents to avoid and 
cure animal sickness. Consequently, the widespread use of veterinary drugs, and 
particularly of antibiotics, in food-producing animals represents a potential hazard for 
human health. CAP is broad spectrum antibiotic of the class of fenicols  and it is very 
effective against gram negatives and gram positives bacteria. It was first isolated from 
Streptomyces venezuelae in 1948. Its wide use in the world has changed because of the 
association of aplasic anemia (a generally fatal illness) with the exposition to 
chloranfenicol, even at low levels of exposure. Theus  of chloranfenicol in food-producing 
animals is banished in the United States, European Union, Brazil and other countries. In 
this article background information is provided about CAP in relation to the toxicological 
aspects, occurrence in foods, legislation, as well as on analytical methods. 
 






Dentre os antibióticos clássicos, o cloranfenicol (CAP) tem papel importante na 
medicina veterinária. Ele foi uma das primeiras drogas antimicrobianas ditas de largo 
espectro a ser rotineiramente empregada (PAIVA NETO, 1989). É bem conhecido que o 
CAP provoca sérios efeitos tóxicos em humanos atuando como um inibidor da síntese de 
proteínas e provocando supressão da medula óssea caus ndo, assim, anemia aplásica, 
doença rara mas fatalmente irreversível  (GILMAN et al., 1980). Mesmo quando 
administrado em baixas doses o CAP pode resultar em resíduos em tecidos comestíveis de 
animais produtores de alimentos. Assim, consumidores d  carnes, leites, produtos de 
aqüicultura, mel e ovos podem ficar expostos a níveis d  resíduos potencialmente perigosos 
dessa droga. 
Em 1994 a Comissão Européia baniu o CAP para uso veterinário em todos os 
animais produtores de alimentos (COMMISSION REGULATION, 1994). No contexto da 
Diretiva 96/23/CE (EUROPEAN DECISION, 1996) à respeito do controle de resíduos de 
drogas veterinárias em alimentos, a Comissão Européia apresentou os requisitos 
qualitativos e quantitativos de métodos confirmatórios (EUROPEAN DECISION, 2002), 
estabelecendo limite mínimo de desempenho requerido (LMDR) de 0,30 ng g-1 para 
resíduos de CAP em carnes, ovos, leite, produtos de aquicultura e mel (EUROPEAN 
DECISION, 2003). 
No Brasil, o Ministério da Agricultura e Abastecimento proibiu sua utilização na 
prática veterinária, ao considerar que a presença de resíduos na carne, leite e ovos, oriundos 
de animais tratados, pode constituir risco à saúde p blica (BRASIL, 1998b). Assim, dado o 
risco que a presença de resíduos de CAP em alimentos pode significar à saúde humana, 
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como também as barreiras comerciais que podem ser estabelecidas nos produtos brasileiros 
de exportação como conseqüência da presença de resíuos de CAP.  Neste artigo de revisão 
apresentam-se informações sobre o CAP em relação a seus aspectos toxicológicos, de 
exposição, legislação, presença em alimentos, bem como sobre métodos analíticos.  
 
2. Aspectos químicos, físico-químicos e microbiológicos 
 
              Cloranfenicol (CAP), D-treo-N-dicloroacetil-1-p-nitrofenil-2-amino-1,3-
propanodiol, apresenta massa molecular 323,1 g mol-1, fórmula molecular C11H12Cl2N2O5, 
ponto de ebulição de 150,5-151,5°C e pKa de 5,5. É um antibiótico sintético que foi 
primeiramente isolado de bactérias Streptomyces venezuelae. É muito solúvel em metanol, 
etanol, butanol, acetato de etila e acetona, pouco solúvel em éter e insolúvel em benzeno, 
éter de petróleo e óleos vegetais (MERCK, 1989). A estocagem recomendada é a 
temperatura ambiente. Se estocado de forma apropriada, tem uma vida de prateleira de 4 à 
5 anos (SIGMA-ALDRICH).  
              Cloranfenicol (Figura 1) é um antibiótico bacteriostático de amplo espectro, 
efetivo contra um largo número de bactérias gram negativas e gram positivas. Também 
pode ser bactericida em concentrações elevadas ou quando usado contra microorganismos 
altamente sensíveis. É lipossolúvel, difunde-se através da membrana celular bacteriana e se 
une de forma reversível à subunidade 50S dos ribossomos bacterianos, onde evita a síntese 
de proteínas, ou seja, a transferência de aminoácidos às cadeias peptídicas em formação 












                O CAP é absorvido com facilidade e completamente no trato gastrointestinal, 
com máxima concentração sanguínea alcançada no intervalo de 1-5 horas após a 
administração. Sua união às proteínas varia entre baixa e moderada, distribui-se por todo o 
organismo de forma ampla (porém não uniforme) e atravessa a placenta, sendo que no 
fígado e no rim suas concentrações são mais elevadas. A principal rota de biotransformação 
é a hepática sendo formado o metabolito inativo CAP-glucuronídeo. Outros produtos de 
biotransformação identificados em animais de experimentação e/ou humanos incluem: 
CAP-ácido oxâmico, CAP-base e CAP-álcool, CAP-arilamina, CAP-acetilarilamina, CAP-
oxamiletanolamina e CAP-aldeído. Nitroso-CAP foi identificado em amostras de medula 
óssea. A principal rota de eliminação é pela urina, sendo que unicamente 5 a 15% do CAP é 
excretado na forma não alterada (EMEA, 1994; WHO, 1994; WHO, 2004). 
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Resíduos de CAP e seus produtos de biotransformação são encontrados em todos os 
tecidos comestíveis, em leite e ovos. Geralmente há algumas diferenças inter-espécies no 
perfil metabólico. Para suínos os resíduos são notavelmente diferentes quando comparados 
a bezerros e aves. Mas, para tecido muscular, nenhuma diferença metabólica ocorre. A 
maior rota de excreção em porcos e bovinos é através do rim (EMEA, 1994).  
 
 
4. Estudos toxicológicos 
 
4.1 Genotoxicidade  
  
 
              Em revisão da literatura sobre o potencial genotóxico do CAP, ROSENKRANZ 
(1998) concluiu que alterações genéticas importantes, por exemplo, mutações de genes ou 
indução da síntese de DNA inesperada em células de mamíferos não tem sido verificadas 
apesar do uso comum do CAP na medicina humana. A única descoberta consistente tem 
sido os efeitos cromossômicos em células somáticas. N  Tabela 1 são apresentados os 







Tabela 1. Resultados de ensaios de genotoxicidade em cloranfenicol. 
 SCE – trocas de cromátides irmãs  1 Negativo nas fases G1 e G2  2  Linfócitos periféricos do sangue de 
humanos   3 células linfoblastoide originada de medula óssea humana – 4 somente para 3 metabolitos do 
CAP: CAP nitroso, dehidroCAP e base dehidroCAP. 
           
O potencial genotóxico de diferentes concentrações de CAP (5, 20, 40 e 60         
µg mL-1) foram investigadas em fibroblastos de bovino, primeiramente para ensaios de 
alterações de cromátides irmãs. Todas as doses causaram um aumento significativo no 
número de alterações de cromátides irmãs em relação ao c ntrole (ARRUGA et al., 1992).  
            Quase todos os ensaios de mutagenicidade feitos com CAP mostraram resultados 
positivos. O CAP induz à fragmentação do DNA em  células V79 e em hepatócitos de 
ratos, induz aberrações cromossômicas em linfócitos de humanos tratados, aumenta a troca 
de cromátides irmãs em linfócitos de humanos, em células V79 de  hamster chineses e em 
fibroblastos de bovino. Entretanto, os ensaios de mutagenicidade in vivo forneceram 
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resultados conflitantes. Assim, nenhum aumento de micronúcleo foi verificado na medula 
óssea de ratos após administração de uma dose oral simples de 1250 mg/kg peso corpóreo 
de CAP em ratos sendo que a administração de 50 e 10 mg/kg peso corpóreo. de CAP em 
camundongos induziu aberrações cromossômicas nas células da medula óssea. Três 
metabólitos de CAP: nitroso-CAP, dehidro-CAP e dehiro-CAP-base mostraram ser 
mutagênicos em ensaios in vitro (EMEA, 1994). 
         Entretanto, MARTELLI et al. (1991) concluíram que CAP deveria ser considerado 
intrinsecamente capaz de produzir um efeito genotóxico muito fraco e somente em 
concentrações 25 vezes mais altas do que a dose terapêutica máxima (WHO, 1994 ). 
O JECFA concluiu que o CAP tem uma capacidade genotóxica muito baixa, e para 
aqueles metabólitos mais ativos, 3 a 4 logaritmos de concentração separam a concentração 
genotóxica possível em soro da concentração que podria resultar da ingestão de resíduos 




 Testes para carcinogenicidade do CAP realizados em ratos indicaram que o mesmo 
quando administrado através da água aumenta a incidência de linfomas e de carcinoma 
hepatocelular  (EMEA, 1994).  
         Na avaliação realizada pela Agência Internacional para Pesquisas do Câncer (IARC) o 
CAP foi classificado no grupo 2A, o que significa que o mesmo é “provavelmente 
carcinogênico para humanos”. Esta categoria é usada quando há evidência limitada de 
carcinogenicidade em humanos e evidências suficientes de carcinogenicidade em animais 
experimentais. Em alguns casos, um agente (mistura) pode ser classificado nesta categoria 
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quando há forte evidência de que a carcinogenicidade é vinculada por um mecanismo que 
também opera em humanos. Excepcionalmente, um agente (mistura) ou circunstância de 
exposição pode ser classificada nesta categoria somente com base na evidência limitada de 
carcinogenicidade em humanos. Portanto, de acordo cm a avaliação do IARC há evidência 
limitada para carcinogenicidade do CAP em humanos (IARC, 1990). 
 
4.3 Efeitos na reprodução e teratogenicidade 
         Nenhum estudo de toxicidade com doses repetidas e relacionado à reprodução foi 
disponibilizado. Os estudos de teratogenicidade do CAP em ratos e coelhos não indicaram 
efeitos teratogênicos mas causaram uma alta incidência de mortes fetais nos níveis mais 





               Cloranfenicol foi administrado por via intravenosa durante 8-17 dias, em 5 
bezerros recém-nascidos, em dosagem diária de 100 mg/kg p. c. Altos níveis de CAP no 
soro foram observados, assim como aumento acentuado n  taxa de eliminação com o 
aumento da idade. Efeitos adversos incluíram severa hipotensão e severa disfunção 
gastrointestinal. Efeitos hematológicos menores foram observados somente em um animal, 
o que incluiu uma leve diminuição no volume de células formadas e hemoglobinas sem 
nenhuma mudança relativa na medula óssea. Em base nestes resultados BURROWS et al. 
(1998) concluíram que os efeitos hematológicos não seriam um importante fator limitante 
no uso do CAP em bovinos. 
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5. Observações em humanos 
 
                   Absorção rápida e completa do CAP ocorre após administração oral, sendo 
distribuído para todos os órgãos e tecidos. A maior rota de excreção é a urinária (acima de 
90% da droga administrada, da qual 15% é excretada como composto mãe e o restante na 
forma de metabólitos). Um número considerável de metabólitos é formado, sendo um dos 
principais o glucuronídeo (WHO, 1994). 
            O principal  efeito adverso  de CAP em humanos é a habilidade em causar 
supressão da medula óssea sendo este efeito reversív l e dose relacionada e, geralmente 
anemia aplásica irreversível, onde nenhuma dose associ da ao efeito é conhecida. A anemia 
aplásica se desenvolve após um período de latência e considera-se que as pessoas afetadas 
tenham alguma predisposição bioquímica. A incidência desta doença varia 
significativamente e é de uma em, aproximadamente, 30000 pessoas que foram submetidas 
a terapia com CAP, mas a taxa de fatalidade é maior quando a aplasia da medula óssea está 
completa, sendo que aqueles que se recuperam tem um risco maior de ter leucemia aguda 
(WHO, 1994). 
          Administração oral prolongada de doses terapêuticas de CAP podem induzir 
hemorragia, diminuição ou inibição da síntese de vitamina K pela medula óssea, assim 
como redução da flora intestinal que produz vitamin K. Em doses que excedem 25 mg/kg 
peso corpóreo dia, a “síndrome do bebê cinza’ pode correr em recém nascidos e 
prematuros, assim como em adultos e crianças mais velhas devido as doses muito altas.  A 
“síndrome do bebê cinza” é caracterizada por dilatação abdominal, vômito, coloração 
cinzenta, hipotermia, cianose pálida progressiva, respi ação irregular e colapso seguido de 
morte em poucas horas ou dias. Anemia hemolítica tem ocorrido em alguns pacientes com 
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deficiência genética da atividade da glucose-6-fosfat  dehidrogenase. Em 20 crianças com 
deficiência de glucose-6-fosfato dehidrogenase que des nvolveram hemólise intravascular, 
o CAP estava envolvido em 5 casos (CHOUDRY et al., 1990). Em estudo de 45 pacientes 
pediátricos que receberam CAP para o tratamento de infecções do sistema nervoso central, 
a anemia aplásica ocorreu em 10, leucopenia e neutrop nia em 4 e eosinofilia em 16. A 
dose cumulativa média de CAP variou de 1,2-1,8 g/kgde peso corpóreo e 0,9-1,1 g/kg de 
peso corpóreo nos pacientes que apresentaram e não apresentaram efeitos adversos, 
respectivamente. Isto sugere que a alta dose cumulativa pode ser um importante fator em 
predispor alguns pacientes à toxicidade hematológica reversível do CAP (NAHATA, 1989) 
                 Dados referentes ao uso oftálmico do CAP não indicam evidências de que esta 
rota de administração esteja associada com o mesmo ri co de toxicidade quando o CAP é 
administrado parenteralmente. Em estudo com 300 pacientes com queixas oftálmicas 
tratados topicamente com ácido fusídico ou CAP, a incidência de efeitos colaterais foi 
similar em ambos os grupos (KAIRYS & SMITH, 1990).  
                   Um caso de anemia aplásica foi repo tado em um paciente tratado com 
administração intravenosa de CAP e cimetidina. O paciente morreu 19 dias após o início da 
terapia. Em uma avaliação de 9 casos de anemia aplásica vinculada a administração 
parenteral de CAP, o intervalo do inicio do tratamento com o começo da anemia aplásica 
variou de 7 a 270 dias. O intervalo entre a dose inicial e a morte variou de 18 dias a 4,8 
anos. WEST et al. (1988) concluíram que o potencial para anemia aplásica deve ser 
considerado quando o CAP é usado, indiferentemente da rota de administração. Uma 
compilação de 576 casos de discrasias sanguíneas relacionadas à administração de CAP 
mostrou que anemia aplásica foi o tipo mais comum reportado, contando com cerca de 70% 
dos casos. O efeito foi aparentemente não relacionado com a dose de CAP administrada. 
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Porém, quanto maior o intervalo entre a última dose e o aparecimento do primeiro sinal de 
discrasia sanguínea, maior foi a taxa de mortalidade; proximadamente todos os pacientes o 
qual este intervalo foi maior que 2 meses, morreram.   
             A incidência de anemia aplásica é particularmente baixa em Hong Kong, apesar do 
uso extensivo de CAP. As vendas de CAP são bem maiores em Hong Kong do que em 
vários países do ocidente e Austrália. Em contraste,  taxa de morte por anemia aplásica em 
Hong Kong é somente 0,4 para 1000 mortes comparada com 1,0 para 1000 na Inglaterra. 
KUMANA et al. (1988) concluíram que esta baixa incidência pode estar relacionada a 
fatores genéticos, diferenças inter-étnicas ou períodos relativamente curtos de tratamentos 
em Hong Kong (5 dias na maioria dos casos).  
            Durante 30 anos vários estudos epidemiológicos foram desenvolvidos para avaliar a 
incidência de aplasia em populações e determinar a associação existente entre o uso do 
CAP e a etiologia da anemia aplásica. Conclui-se que na década passada uma diminuição 
notável na incidência relatada de anemia aplásica ocorreu quando cuidadosos critérios 
foram aplicados nas avaliações com a população e os dados clínicos apropriados foram 
coletados para avaliações estatísticas. Os resultados de um longo estudo de caso-controle 
com fatores etiológicos de anemia aplásica conduzido na França entre 1984 e 1988 
falharam em  mostrar qualquer associação entre anemi  aplásica em humanos e exposição 
ao CAP através do uso oftálmico. Entretanto, declararam que a freqüência do consumo do 
CAP com a quantificação do seu risco é impossível de ser estimada  usando método de 
controle de caso. Para uso oftálmico do CAP, a capacidade de um levantamento 
epidemiológico para estimar precisamente uma associação com anemia aplásica é 
incerto.Em estudo no qual foi avaliada a correlação entre a incidência de anemia aplásica 
em diferentes países e a informação disponível acerc  do uso do CAP por médicos e 
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oftalmologistas, verificou-se que nenhuma relação poderia ser demonstrada entre usos 
oftálmicos do CAP e a incidência de anemia aplásica. Considerando os dados sobre anemia 
aplásica disponíveis na literatura, concluiu-se quenão há evidência de que humanos 
possam ter risco de desenvolver anemia aplásica quando exposto a doses de CAP 
associadas ao uso oftálmico ou a níveis encontrados como resíduos em alimentos 
resultantes do uso veterinário (WHO, 1994). 
          Não foi estabelecido o mecanismo pelo qual se produz anemia aplásica irreversível. 
Acredita-se que o mecanismo responsável pela mielodepressão reversível (dependente da 
dose) durante sua administração e após a mesma, está relacionada com a inibição da síntese 
protéica mitocôndria nas células da medula óssea (WHO, 1994). 
 
6. Avaliação toxicológica por organismos internacionais 
 
   De acordo com o Comitê para produtos veterinários medicinais da Agência 
Européia para avaliação de produtos medicinais – EMEA, dados epidemiológicos históricos 
sugeriram que o tratamento de humanos com CAP estava associado com a indução de 
discrasias sanguíneas, particularmente anemia aplásica. Novos dados epidemiológicos 
relacionados ao uso oftálmico do CAP em humanos  sugerem que esta forma de tratamento 
não está associada com a indução de anemia aplásica. Entretanto não foi possível 
quantificar a exposição sistêmica resultante de uso oftálmico. Embora a incidência  de 
anemia aplásica em humanos associado ao CAP ter sido muito baixa, não foi possível 
estabelecer um nível limiar (threshold), abaixo do qual o efeito não ocorre. Foi concluído 
que  um valor de  ingestão diária aceitável (IDA) não poderia ser estimada para o CAP, por 
vários fatores: não foi possível identificar um nível limiar para a indução de anemia 
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aplásica em humanos;  não foi possível avaliar sua genotoxicidade em um número de 
sistemas testes in vitro e in vivo;  falta de um estudo de carcinogenicidade adequado; f lta 
de um NOEL (No observed effect level) para fetotoxicidade e  a falta de um estudo 
adequado de toxicidade relacionado à reprodução. Concluíu-se que um valor de  LMR 
também não poderia ser estabelecido, porque nenhuma IDA pôde ser estimada. Assim, o 
CAP foi incluído no Anexo IV do Regulamento do Conselho (EEC) nº 2377/90, na lista de 
substâncias  para as quais não pode ser estabelecido valor de LMR por representarem 
perigo à saúde pública (EMEA, 1994). 
               Na avaliação feita pelo JECFA o Comitê concluiu que: (1) em base às evidências 
de que CAP é genotóxico in vivo, é prudente assumir que possa causar efeitos adversos, 
como câncer, através de um mecanismo genotóxico para o qual não foi estabelecida uma 
dose limiar; (2) os estudos epidemiológicos indicam que o tratamento com CAP está 
associado com a indução de anemia aplásica, que pode ser fatal, e para a qual não foi 
possível estabelecer uma relação dose-resposta, ou dose limiar. O Comitê notou que a 
anemia aplásica induzida por CAP é uma resposta idiossincrática rara em humanos, que 
poderá ter um componente imunológico e, portanto, um modelo animal não pode ser 
estabelecido. Conseqüentemente, o JECFA concluiu não ser apropriado estabelecer um 
valor de IDA para o CAP, assim valores de LMR també não foram estabelecidos. O 
Comitê concluiu, outrossim, que não pode ser descartada a possibilidade de que alimentos 
ocasionalmente possam ser contaminados por fontes ambientais. Assim, não lhe foi 
possível propor recomendações para regulamentar à presença de traços de CAP em 
alimentos (WHO, 2004). 
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             De acordo com o Comitê do Codex Alimentarius sobre Resíduos de Medicamentos 
Veterinários em Alimentos (CCRVDF) o CAP se enquadra como composto sem IDA e 
LMRs, sendo considerada uma substância de uso proibido pois os dados disponíveis 
sugerem que seu uso em animais produtores de alimentos não é, geralmente, segura 




         Conforme a Portaria 193, de 12 de maio de 1998, do Ministério da Agricultura, 
Pecuária e Abastecimento que aprovou o Regulamento Técnico para Licenciamento e 
Renovação de Licença de Antimicrobianos de uso veterinário, o “uso adequado dos 
antimicrobianos, deve proporcionar a eficiência aos pr dutos destinados à saúde animal e à 
segurança para saúde pública”. De acordo com o respectivo regulamento são considerados 
antimicrobianos todas as substâncias utilizadas para combater microorganismos “in vivo” e 
“ in vitro”. O Regulamento reforça também que os antimicrobianos utilizados em 
terapêutica devem ser evitados como aditivos da ração, como promotores de crescimento 
ou como conservantes de alimentos para animais, sendo vedado o uso de CAP, penicilinas, 
tetraciclinas e sulfonamidas sistêmicas. O período de carência do antimicrobiano deve 
constar em evidência na bula, sempre que esteja indicado para animais cujos produtos 
derivados e subprodutos sejam destinados ao consumo h ano. O período de carência do 
antimicrobiano de ação prolongada deve ser maior, quando comparado a do mesmo 
antimicrobiano de ação convencional, assegurando-se a ua total eliminação antes de 
destinar o animal ao abate, ou produto de origem ani al para consumo humano, ou à 
produção de derivados (BRASIL, 1998b). 
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              No entanto, segundo a Portaria nº 448, de 10 de setembro de 1998, do Ministério 
da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, as seguintes considerações foram feitas: que a 
presença de resíduos de CAP, furazolidona e de nitrofurazona na carne, leite e ovos, 
oriundos de animais tratados, poderiam constituir risco à saúde pública; que as informações 
disponibilizadas pelo CCRVDF não possibilitam a finalização dos estudos toxicológicos e 
o estabelecimento dos limites máximos de resíduos; e que o arsenal farmacêutico 
veterinário dispõe de drogas eficazes e seguras, capazes de substituírem tais substâncias. 
Com isso decidiu-se por proibir a fabricação, importação, comercialização e o emprego de 
preparações farmacêuticas de uso veterinário, de rações e aditivos alimentares contendo 
CAP, furazolidona e nitrofurazona, em animais cujos produtos sejam destinados à 
alimentação humana. A importação dos farmoquímicos CAP, furazolidona e nitrofurazona 
destinados ao uso veterinário, fica condicionada a autorização prévia do Departamento de 
Defesa Animal – DDA, da Secretaria de defesa Agropecuária – DAS (BRASIL, 1998a). 
               Conforme o artigo primeiro da Instrução Normativa nº 9, de 27 de junho de 2003 
do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento decidiu-se por proibir a fabricação, 
manipulação, fracionamento, comercialização, importação e uso dos princípios ativos CAP 
e nitrofuranos e os produtos que contenham estes princípios ativos, para uso veterinário, 
cancelando, desta forma, as licenças e registros concedidos às matérias-primas a aos 
produtos acabados para uso veterinários e suscetíveis de emprego na alimentação animal 
contendo os princípios ativos CAP e nitrofuranos (BRASIL, 2003a). 
             De acordo com o Anexo I, da Instrução Normativa nº 42, de 20 de dezembro de 
1999, do Ministério da agricultura, Pecuária e Abastecimento, o Plano Nacional de 
Controle de Resíduos em Produtos de Origem Animal (PNCR) foi instituído pela Portaria 
Ministerial nº51, de 6 de maio de 1986 e adequado pela Portaria Ministerial nº 527, de 15 
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de agosto de 1995. A execução de suas atividades ficou a cargo do Secretário de Defesa 
Agropecuária, cabendo ao Coordenador Geral gerencia o cumprimento das metas 
estabelecidas na operacionalização do Plano, o qual comporta ainda uma Comissão Técnica 
com representantes do Departamento de Defesa Animal – DDA e do Departamento de 
Inspeção de Produtos de Origem Animal – DIPOA e um Co itê Consultivo constituído por 
representantes de órgãos governamentais e da iniciativa privada reconhecidamente 
envolvidos no contexto do PNCR. O Plano provê a adoção de Programas Setoriais para 
carne – PCRC, mel – PCRM, leite – PCRL e pescado – PCRP, dos quais somente o 
primeiro está implementado – Portaria SIPA nº 01, de 8 de junho de 1988. A garantia da 
inocuidade de grande parcela dos alimentos ofertada ao consumo, quanto à presença de 
resíduos decorrentes do emprego de medicamentos veterinários, agroquímicos e 
contaminantes ambientais é possibilitada pelo Controle de resíduos. O Plano desenvolve 
suas atividades visando conhecer o potencial de exposição da população aos resíduos 
nocivos à saúde do consumidor. Esse parâmetro orienta a adoção de políticas nacionais de 
saúde animal e fiscalização sanitária e impede o abate para consumo de animais oriundos 
de criatórios onde se tenha constatado violação dos LMRs e sobretudo, o uso de 
medicamentos veterinários proibidas no território nacional (BRASIL, 1999). 
            Um dos objetivos do PNCR é tornar-se parte integrante do esforço destinado à 
melhoria da produtividade e da qualidade dos alimentos de origem animal colocados à 
disposição da população brasileira e, secundariamente, proporcionar à nação condições de 
se adequar do ponto de vista sanitário, as regras do comércio internacional de alimentos 
preconizadas pela Organização Mundial do Comércio (OMC) e órgãos auxiliares (FAO, 
OIE e OMS). As principais metas do PNCR caminham no sentido da verificação do uso 
correto e seguro dos medicamentos veterinários, de acordo com as práticas veterinárias 
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recomendadas e das tecnologias utilizadas nos processos de incrementação da produção e 
produtividade pecuária. O Plano comporta todo um esforço governamental, no sentido de 
ofertar aos consumidores alimentos seguros e competitivos (BRASIL, 1999). 
            De acordo com a Resolução RDC nº 253 de 16 de setembro de 2003, da Agência 
Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), foi criado oficialmente o Programa de Análise 
de Resíduos de Medicamentos Veterinários em Alimentos de Origem Animal – PAMvet.            
Assim, considerando o uso de medicamentos veterinários em animais produtores de 
alimentos como risco a saúde pública, deu-se inicio ao PAMvet em 2002 nos sete estados 
das regiões sul e sudeste. Depois foram discutidos os preparativos técnico-operacionais 
para a sua implementação e definidas parcerias com as Vigilâncias Sanitárias (VISAs), 
Laboratórios Centrais de Saúde Pública (LACENs), Instituto Nacional de Controle de 
Qualidade em Saúde (INCQS) e Fundação de Ciência e Tecnologia (CIENTEC/RS) 
(BRASIL, 2003b).  
              O PAMVet é um projeto de longo prazo cujo objetivo é verificar, monitorar e 
quantificar resíduos em alimentos devido a um uso inadequado de medicamentos 
veterinários. Essa utilização imprópria pode se dar pelo emprego em épocas erradas (não 
respeitando o tempo mínimo de absorção e excreção pelo animal), por aplicação de maneira 
incorreta, ou ainda pelo uso de substâncias proibidas. Alguns critérios foram estabelecidos 
e o leite bovino foi selecionado como a primeira matriz de análise para a pesquisa de 
resíduos de medicamentos veterinários (BRASIL, 2003b).  
              Cabe ressaltar que o PAMvet é uma estratégia complementar às ações de controle 
oficial exercidas no campo (produção primária) por outras instâncias governamentais, em 
especial pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento – MAPA. Os objetivos 
específicos do PAMvet são: avaliar a exposição do consumidor a resíduos de medicamentos 
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veterinários em alimentos de origem animal; capacitar laboratórios da rede de saúde pública 
para testar, desenvolver e aplicar métodos de análise de resíduos de medicamentos 
veterinários; definir parâmetros para a interpretação dos resultados de análise, inicialmente 
baseados em referências internacionais; realizar uma avaliação de riscos, com base 
cientifica, que possibilite subsidiar futuras ações d  vigilância sanitária em relação ao 
controle de resíduos de medicamentos veterinários em alimentos; interagir na promoção da 
adoção de Boas Práticas de uso de medicamentos veterinários e criar um banco de dados 
sobre resíduos de medicamentos veterinários em alimentos no Brasil, disponibilizando as 
informações à sociedade (BRASIL, 2003b). 
               O Regulamento da Comunidade Européia (EEC 2377/90) que entrou em vigor no 
dia 26 de junho de 1990,  trata da obrigatoriedade em se estabelecer LMRs para as 
substâncias ativas que são usadas nos animais produtores de alimentos. Neste regulamento 
consta que nenhum estado membro pode autorizar qualquer medicamento sem que a sua 
substância ativa tenha sido previamente estudada, o que ficou bem claro através dos 
Anexos I a IV: Anexo I: Lista de substâncias cujos LMRs foram estabelecidos; Anexo II: 
lista de substâncias para as quais não é necessário e tabelecer LMRs; Anexo III: lista de 
substâncias cujos LMRs são provisórios e Anexo IV: lista de substâncias  para as quais não 
pode ser estabelecido valor de LMR por representarem perigo à saúde pública, e na qual se 
enquadra o cloranfenicol (COUNCIL REGULATION, 1990). 
 
8. Presença em alimentos 
 
         Apesar de que nos últimos anos a presença de CAP em alimentos tem sido objeto de 
interesse e preocupação por parte de países importadores de alimentos tais como Estados 
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Unidos, paises membros União Européia e Canadá, cabe mencionar que na literatura 
científica existem poucos dados disponíveis sobre a presença de resíduos de CAP em 
matizes alimentares como carnes, ovos e produtos de aqüicultura. Em particular, produtos 
de aqüicultura (incluindo camarão) originários da China e Vietnã foram verificados estar 
contaminados com CAP (US FDA, 2002; EUROPEAN DECISION, 2001). Alem disso, os 
limites de detecção ou quantificação (LOD ou LOQ) dos métodos analíticos utilizados até 
recentemente na maioria dos países foram muito elevados para permitir a quantificação de 
níveis traço de CAP em alimentos.  
Análises realizadas na Alemanha em amostras de bovinos, suinos e aves 
provenientes de fazendas e abatedouros e coletadas no período 2000-2002 indicaram que 
uma pequena fração (< 0.2%) de todas as amostras (n > 17500) continham resíduos de 
CAP, sendo que as concentrações que foram verificadas num total de 11 amostras positivas 
de bovinos, suinos e aves estavam na faixa de 0,3 a3 ng g-1, das quais oito amostras 
apresentaram valores menores do que 1 ng g-1 (WHO, 2004).  
A Diretoria-Geral de Proteção à Saúde dos Consumidores da Comissão Européia 
relatou níveis de contaminação com CAP de alguns produtos alimentícios, para o período 
de 2000-2003. Esses dados incluiram as seguintes matrizes alimentares: peito de peru (0,82 
ng g-1) e peito de frango (0,4-1,2 ng g-1) e camarão (0,1-7,7 ng g-1; sendo que duas amostras 
apresentaram níveis de 31,89 e 297 ng g-1) (WHO, 2004) 
A Agência de Inspeção de Alimentos do Canadá (CFIA) no período de 2000 a 
2005 através do Programa Nacional de Monitoramento de Produtos Químicos (NCRMP) 
realizou um monitoramento sobre a presença de diversos medicamentos de uso veterinário 
(incluindo o CAP) em ovos e carnes, num total de 539 amostras de ovos,  288 músculo de 
aves, 288 músculo de bovinos, 274 de suinos  comercializadas no mercado interno e 17 
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amostras de bovino importados da Argentina, 7 da Austrália, 1 da Costa Rica 1 da 
Finlândia, 45 da Nova Zelândia,  18 amostras do Uruguai e  231 amostras de ovos e 8 de 
bovinos importados dos Estados Unidos. Nenhuma amostra apresentou a presença de 
resíduos de CAP (CFIA, 2005). 
O Centro de Serviços Analíticos e de Experimentação (CASE) da cidade de Ho Chi 
Minh relatou os resultados obtidos de análise de amostras de camarão  no período de 
janeiro à junho de 2002) e número total de amostras de 1128. Reportou-se que nos 
primeiros 3 meses um total de 44 amostras apresentaram presença de CAP na faixa das 
concentração de 0,4-1,4 ng g-1 (NGOC SON, 2002) 
 
 
9. Métodos analíticos 
 
                 O método ideal para análises de resíduos de CAP deve ter elevada 
detectabilidade e ser sensível, exato, preciso e fornecer informações não ambíguas na 
identidade do analito. Além disto, deve ter um custo efetivo e robusto quanto possível. Na 
prática é difícil desenvolver métodos que combinem todas essas características. Entretanto, 
as estratégias analíticas usadas para o controle de r síduos de CAP em tecidos de animais 
frequentemente incluem a aplicação inicial de um método de screening, seguido de análise 
confirmatória daquelas amostras que deram resultados positivos pelo método de screening. 
Tipicamente são usados três passos básicos na maioria dos métodos de análises de CAP: 
preparação do extrato primário da amostra; purificação do extrato primário e detecção e 
quantificação de resíduos de CAP (WHO, 2004).  
                   O passo de preparação do extrato primário usualmente inclui homogenização e 
extração da matriz com solventes orgânicos, a separação de líquidos e sólidos e remoção da 
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gordura do extrato cru. O controle da temperatura durante a estocagem e extração da 
amostras é importante  no intuito de evitar metabolismo in vitro, particularmente em 
amostras de figado e rim (PARKER & SHAW, 1988; SANDERS et al., 1991). Análises de 
fígado e rim requerem hidrólise enzimática dos conjugados do CAP; este passo pode 
aparentemente ser omitido quando se trabalha com tecidos de trutas (BARADAT et al., 
1993; MOTTIER et al., 2003).   
       O uso dos seguintes solventes orgânicos tem sido descritos para a extração do CAP: 
• Acetato de etila (VAN GINKEL et al., 1990; VAN DER HEEFT et al., 1991; 
SANDERS et al., 1991; NAGATA & SAEKI, 1992; KEUKENS et al., 1992; 
KIJAK, 1994; EPSTEIN, 1994; MUNNS et al., 1994; LI et al., 2001; NEUHAUS et 
al., 2002; GANTVERG et al., 2003; IMPENS et al., 2003; STUART et al., 2003)  
• Acetonitrila (BORNER et al., 1995; PFENNING et al., 1998); 
• Mistura de Acetonitrila e tampão acetato pH 5 (POSYNIAK et al., 2003); 
• Mistura de Acetonitrila e acetato de etila (PFENNING et al., 2002a); 
• Mistura de clorofórmio e acetona (PEREZ et al., 2002) 
Os lipídeos foram removidos por partição de solvente, usando: 
• Hexano (NAGATA & SAEKI, 1992; KIJAK, 1994; EPSTEIN, 1994; CHEVALIER 
et al., 1995; GUDE et al., 1995; LI et al., 2001; PEREZ et al., 2002; PFENNING  et 
al., 2002a; TURNIPSEED et al., 2002; STOREY et al., 2003; GANTVERG et al., 
2003; PFENNING et al., 2003); 
• Mistura de n-Hexano e clorofórmio(1:1 v/v) (SANDERS et al., 1991);  
• n-Heptano (RUPP et al., 2003; STUART et al., 2003) 
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                   Existem diversos procedimentos usados para purificar o extrato primário a fim 
de se remover as substâncias interferentes da etapade detecção e quantificação.Extração 
em fase sólida é a técnica mais largamente usada para purificação nas análises de resíduos 
de CAP em matrizes de alimentos (CHEVALIER et al., 1995; NEUHAUS et al., 2002; 
TURNIPSEED et al., 2002; STOREY et al., 2003; GANTVERG et al., 2003; PFENNING 
et al., 2003; POSYNIAK et al., 2003; MOTTIER et al., 2003; IMPENS  et al., 2003). 
                   Há, entretanto, outras técnicas de purificação, como por exemplo, 
cromatografia por imunoafinidade (VAN DE WATER et al., 1989; GUDE et al., 1995), a 
qual leva vantagem por ser altamente seletiva a interações à antigenos e anticorpos.   
 
Cromatografia Gasosa  
      A presença de grupos funcionais polares na molécula de CAP requer um passo de 
derivatização, usualmente através de uma reação de sililação, antes da análise de 
cromatografia gasosa.  A reação de sililação é usualmente catalisada por ácidos ou bases. 
Frequentemente os reagentes de sililação usados incluem: 
• Uma mistura de hexametildisilazano (HMDS), trimetilclorosilano (TMCS) e 
piridina (BERRY, 1987; GUDE et al., 1995); 
• N,O-bis (trimetilsilil)-trifluoracetamida (BSTFA) (BORIES et al., 1983; COSTA et 
al., 1993); 
• Uma mistura de BSTFA e TMCS (VAN GINKEL et al., 1990; KEUKENS et al., 
1992; GANTVERG et al., 2003); 
• Nmetil-N(trimetilsilil)-trifluoracetamida (MSTFA) (IMPENS et al., 2003). 
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            Detector de captura de elétrons tem sido largamente usado na determinação de 
CAP. O método de cromatografia gasosa acoplada a umdetector de captura de elétrons 
(GC-DCE) para determinação de CAP em músculo de caranguejos, descrito por MUNNS et 
al. (1994), por exemplo, apresenta limite de detecção (LOD) de 1 ng g -1.  
         Quando o cromatógrafo gasoso é acoplado com espectrômetro de massas as técnicas 
de ionização aplicadas mais frequentemente são ionização quimica (IQ) e impacto de 
elétrons (IE). Ionização química negativa (IQN) apresenta um número limitado de 
fragmentos; entretanto, o íon molecular é sempre pat  do espectro. Devido a presença de 
dois átomos de cloro na molécula de CAP, GC-MS no modo de ionização química 
negativo, é uma técnica confiável para confirmação de resíduos de CAP. CG-MS no modo 
de impacto de elétrons (IE) é menos sensível; entreta to produz espectros de fragmentos 
reprodutíveis em instumentos diferentes, e podem então ser estocados em bases de dados 
eletrônicas com finalidade de referência. 
 
     Cromatografia Liquida  
O desenvolvimento de detectores de massas de ionização por pressão atmosférica 
(API) acoplados a cromatografia líquida tem se tornado uma das técnicas mais confiáveis e 
comuns em análises de resíduos de CAP. Esta combinação de cromatografia liquida e 
espectrometria de massas (LC-MS) permite a detecção e quantificação, sem derivatização, 
de analitos polares e não voláteis, tal como o CAP. 
             A espectrometria de massa em tandem (LC-MS-MS) é atualmente a técnica mais 
confiável para a determinação de resíduos de CAP em tecidos comestíveis de animais, por 
apresentar alta sensibilidade, seletividade e detectabilidade, boa resposta a um grande 
número de classes de compostos e der adequada para nálise de matrizes complexas. Na 
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técnica LC-ESI-MS-MS, quando utilizada em modo MRM ( onitoramento de Reações 
Múltiplas), os analisadores de massa Q1 e Q3, permitem selecionar os íons precursor e 
produto, respectivamente, e definir uma transição de m/z específica. Neste modo o segundo 
quadrupolo (Q2) funciona como uma cela de colisão, onde os íons precursores selecionados 
de acordo as razões m/z em Q1, são fragmentados por dissociação induzida por colisão 
(CID), após colisões com um gás inerte sob uma energia específica. Assim sendo, o 
emprego da técnica LC-MS-MS fornece informações referentes à retenção do composto na 
coluna, às transições monitoradas e ao sinal proporcional à concentração do analito, que 
permitem atingir níveis de confiabilidade e sensibilidade, de acordo com o limite mínimo 
de desempenho requerido (LMDR) estabelecido, que no cas  do CAP é de 0,30 ng g-1 
(JUNIOR et al., 2006).  
            Cabe ressaltar que a fonte “electrospray” em relação aos processos eletroquímicos 
envolvidos pode ser considerada como uma célula eletrolítica à corrente controlada. O 
potencial elétrico aplicado no capilar metálico (kV) promove a migração de cargas para a 
interface capilar/solução, formando uma dupla camada elétrica. Este processo resulta na 
formação de gotas com superfícies carregadas. A evaporação do solvente, devido à ação do 
gás nebulizador, diminui o tamanho dessas gotas e, conseqüentemente, aumenta a repulsão 
eletrostática entre as cargas em suas superfícies. A tensão superficial das gotas vai se 
tornando cada vez menor até ocorrer o fenômeno de “explosão coulômbica” das mesmas, 
que resulta na formação de gotas menores, com posterior liberação dos íons. Forma-se, 
assim, um “spray” de partículas carregadas, ou seja, um  corrente eletrolítica (MORAES & 
LAGO, 2003; FENN, 2000). Na Figura 2, apresenta-se o esquema de cromatógrafo líquido 
acoplado ao espectrômetro de massas tandem triploquadrupolo com fonte de electrospray . 
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NEUHAUS et al. (2002) descreveram um método LC-MS-MS com um limite de 
detecção de 0,08 ng g-1 e um limite de quantificação de 0,3 ng g-1 para determinação de 
CAP em caranguejos. IMPENS et al. (2003) descreveram uma estratégia analítica para 
screening e confirmação de resíduos de CAP em tecidos de caranguejos, usando ELISA 
para screening e GCMS e LC-MS-MS para confirmação; ambas técnicas seletivas 
alcançaram LODs de 0,1 ng g-1. GANTVERG et al. (2003) desenvolveram um método 
muito sensível para detecção e confirmação de CAP em músculo suino, bovino e urina. 
Após extração, o CAP foi determinado através da técnica LC-MS-MS à pressão 
atmosférica negativa no modo de ionização química e por GC-MS no modo de impacto de 
elétrons.  
            A União Européia tem definido um limite mínimo de desempenho requerido 
(LMDR) para métodos analíticos usados para determinação de substâncias para as quais 
nenhum limite permitido tem sido estabelecido, em particular para aquelas substâncias, 
como CAP, cujo uso não é autorizado ou especificamente proibido pela legislação da 
Comunidade Européia. Para o CAP, foi estabelecido um LMDR de 0,3 ng g-1 
(EUROPEAN DECISION, 2003). 





















Figura 2. Esquema LC-ESI-MS-MS: Cromatógrafo liquido acoplado a espectrômetro de massa 
em tandem triploquadrupolo API 4000 com fonte de electrospray (JUNIOR et al., 2006). 
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Tabela 2. Métodos utilizados na determinação de resíduos de cloranfenicol em diversas matrizes. 









1 ng g-1 (leite) 





VAN DE WATER et 
al., 1991 
Músculo bezerro LC-MS 2 ng g-1 ---- DELÉPINE et al., 1992 
Figado, rim, músculo e 
pele (porco e frango) e 
músculo e pele (truta) 





HUMMERT et al., 
1995 
Ovo GC-MS  GC-DCE LOD=0,3 ng g-1 e 
LOQ=0,5 ng g-1  
____ BORNER et al., 1995 
Porco e vaca Cromatografia planar 
(coluna) 
10 ng g-1 ------ ABJEAN, 1997 
Fígado,rim e músculo de 
porco 
LC ------ 51-55% COOPER et al.,1998 
Músculo LC-MS 2 ng g-1  ----- NIESSEN, 1998 
Camarão GC-DCE 5 ng g-1  88% PFENNING et al., 2000 
Ovo,mel,urina,carne e 
leite 
 2 ng g-1 (ovo e mel) 
1 ng g-1 (carne e leite) 
3 ng g-1 (urina) 
95-99% HORMAZÁBAL et al., 
2001 
Camarão LC-MS 1,0 ng g-1  ------ PFENNING et al., 2002 
Mel EIA Kit teste  CCβ= 0,1 ng g-1  ------ WIM REYBROECK. 
APIACTA, 2003 
Camarão LC-MS 0,2 ng g-1  ------ RAMOS et al., 2003 
Mel LC-MS-MS CCα e CCβ < 0,1 ng g-1  ------  VERZEGNASSI et al., 
2003 
Espécies aquáticas LC-MS LOD=0,1 ng g-1 55-107% VAN DE RIET et 
al.,2003 
Músculo de peru,vaca, 
peixe e camarão 
LC- ESI -MS-MS CCα=0,01 ng g-1     
CCβ = 0,02 ng g-1  
60% MOTTIER  et al., 2003 
Músculo eqüino, porco, 
bovino e urina 
LC-MS-MS 
GC-MS 
LC-MS/MS- 0,02 ng g-1  
GC-MS- 2 ng g-1  
>80% GANTVERG et al., 
2003 
Camarão LC-MS-MS 0,3 ng g-1  85-102% NEUHAUS et al.,2002  
Camarão LC- ESI –MS 1 ng g-1  53-71% PFENNING et al.,  
2003 
Cranguejo LC-MS-Ms 0,1 ng g-1  51-86% RUPP et al., 2003 
Camarão de água doce 
(lagostim) 
LC-MS-MS 0,1 ng g-1  98,1-109% STUART et al, 2003 
Camarão e caranguejo LC- ESI –MS 0,1 ng g-1  87-106% STOREY et al., 2003 
Carne e mel LC- ESI -MS-MS LOD  = 0,1 ng g-1
(carne) e 0,05 ng g-1 
(mel) 
 
----- BOGUSZ et al.,.2004 
Leite  em pó LC- ESI -MS-MS 0,02 ng g-1 (m/z 321-
257) 
0,03 e 0,05 ng g-1 (m/z 
321-152) 
------ GUY  et al.,2004 
Frutos do mar SPE- LC- ESI -MS-MS 0,02 ng g-1 >90% GIKAS et al., 2004 
Leite,ovos,músculo e 
fígado de frango,músculo 
e rim bovino 
LC-MS LOD=0,2-0,6 ng g-1 80-120% PENNEY et al., 2005 
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Tabela 2. Métodos utilizados na determinação de resíduos de cloranfenicol em diversas matrizes 
(continuação). 
 





Mel LC-MS/MS 0,1 ng g-1 ------ VIVEKANANDAN  et 
al., 2005 
Leite LC- ESI -MS-MS 0,3 ng g-1  ------ GALLO et al., 2005 
Frango LC-ESI-MS-MS 0,1 ng g-1 69-92,8% CHEN  et al., 2005 
Carne cozida de 
caranguejo 
LC-MS-MS 0,25 ng g-1  67-86% RUPP et al., 2005 
Rim e mel LC-MS-MS CCα=0,007 ng g-1 (mel) 
e 0,011 ng g-1 (rim) 














70% TUERK  et al.,2006 
Leite LC-MS-MS CCα=0,05 ng/mL 
CCβ = 0,09 ng/mL 
> 95% NICOLICH et al., 2006 
Leite e Mel LC-MS-MS LOD= 0.52 ng/kg-1 





JUNIOR et al., 2006  
 
ELISA/EIA – teste imunoenzimático; LC – Cromatografia liquida de alta eficiência;  MS- 
espectrometria de massas; UV – detecção por ultravioleta; GC – Cromatografia gasosa;  DCE – detector 
por captura de elétrons; DAD – detector de diodos; SPE – extração em fase sólida;  ESI – ionização por 
eletrospray; CCα – limite de decisão;  CCβ – capacidade de detecção;  LOD – limite de detecção;  LOQ 




10. Considerações finais 
 
         O CAP é um antibiótico de amplo espectro de ação usado na agropecuária como 
agente terapêutico e profilático em animais produtores de alimentos.  
         A presença de resíduos de CAP em alimentos representa um risco para a saúde 
humana, pois pode causar anemia aplásica, a qual é irreversível e não é dose-dependente. É 
uma droga banida na União Européia, Estados Unidos, Bra il, dentre outros países.  
 35 
       O artigo de revisão apresentado denota a insuficiência de dados disponíveis que levem 
a uma conclusão dos efeitos adversos do CAP para a saúde humana, sendo classificado pelo 
IARC (Agência Internacional para Pesquisa do Câncer) como “provavelmente 
carcinogênico para humanos”. 
        Dado o risco que a presença de resíduos de CAP em alimentos pode significar à saúde 
humana, como também as barreiras comerciais que podem ser estabelecidas nos produtos 
brasileiros de exportação como conseqüência da presença desses resíduos, se faz necessário 
no âmbito nacional, uma participação efetiva e eficaz dos organismos nacionais 
responsáveis pela inocuidade dos alimentos consumidos pela população (Agência Nacional 
de Vigilância Sanitária –ANVISA- e Ministério da Agricultura), visando a adoção de 
medidas de vigilância para o controle da presença de resíduos de CAP em alimentos 
comercializados tanto no mercado interno como no externo. Para tanto, um dos objetivos a 
ser alcançado diz respeito ao desenvolvimento de metodos analíticos que apresentem 
elevada sensibilidade e detectabilidade, por se tratar de uma droga banida, e dessa forma, 
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A high throughput method for the determination of chloramphenicol residues in poultry, 





A selective and high detectability LC-ESI-MS-MS method for determining 
chloramphenicol residues in fish, shrimp, poultry, eggs, bovine and swine was developed 
and validated. The samples were extracted with a phosphate extraction solution followed by 
liquid-liquid extraction with ethyl acetate. The LC was performed in a C18 column at room 
temperature. For all the matrices, the analytical curves showed r values and recovery higher 
than 0.98 and 50%, respectively. The accuracies values lay between 85 and 120% and the 
precision were lower than 20%. The limit of quantitation was 0.1 ng g-1. The analytical run 
was accomplished in 6 min.  
 










Chloramphenicol (CAP) was first isolated in 1947 from cultures of Streptomyces 
venezulae, and synthetic production began in 1949 [1]. It is a potent antibiotic widely used 
in the past to treat several diseases in humans [2] and animals [3-5]. It is well known that 
this drug has serious toxic effects in humans. CAP is an inhibitor of protein synthesis and 
has shown dose related suppression of bone marrow, causing rare but deadly irreversible 
aplastic anaemia [2]. The International Agency for Research on Cancer (IARC), in 1990 
considered CAP as “probably carcinogenic to humans” group 2A [6]. The possible 
mechanism of action involves the biotransformation of CAP by intestinal bacteria to 
dehydro-CAP and subsequent nitroreduction [7].  
Even low doses of administered CAP may result in residues in edible tissues from 
treated food-producing animals; therefore consumers of milk, meat, aquaculture products, 
honey and eggs may be exposed to potentially harmful levels of drug residues [8]. 
Accordingly, in 1994 the use of CAP was banned by the European Union (EU) due to the 
potential health risk posed by its traces in food [9] and was considered a drug with an 
established zero-tolerance level in edible tissues [10]. For CAP residues in meat, eggs, 
milk, aquaculture products and honey, the European Commission established a 0.30 ng g-1 
minimum required performance limit (MRPL), to ensure the same level of consumer 
protection throughout the Community [11]. The FDA´s Center for Veterinary Medicine 
(CVM), responsible for regulating drugs used in animals and feed additives in the United 
States banned, in 1986, the use of CAP in food-producing animals, been its big concerns 
the imported foods [12]. Also, in 1986 the Brazilian Ministry of Agriculture implemented 
the National Program for Residues Control in Foods to detect the presence of chemical 
substances residues (including CAP) in foods from anim l origin [13]. 
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A number of different methods for determination of CAP have been reported such 
as liquid chromatography [14], gas chromatography [15], enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) [16], radio and enzyme immunoassay [17]. Nonetheless, the methods using 
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) for analysis required derivatization of 
CAP, which lengthens the analysis time and may compr ise analyte recoveries [18]. 
Derivatization techniques, in general, are not prefer d for residues analysis because they 
are time-consuming and not reproducible in trace lev ls. 
When analyzing complex matrices (like foods) for trace amounts of a compound 
using chromatographyc techniques, mass spectrometry (MS) is the method of detection of 
choice because it reduces chromatographic interferenc s, as well as provides molecular 
mass and identity of the compounds. Consequently, only methods utilizing MS as the 
detection step are considered by EU guidelines [19] as unambiguous confirmatory 
techniques [20] such as liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) [18], liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS-MS) [21-25] and CG-MS [26].  
Most of the reported sample preparation procedures for the determination of CAP 
involve extraction of tissues with either aqueous or organic solvents with several cleanup 
steps. These methods are time-consuming, require larg quantities of chemical reagents, 
some involve extensive manual work-up procedures and use cleanup columns (solid phase 
extraction) that increases the analysis time and cost. Also, many of the reported methods for 
determination of CAP residues in food have been validated in a limited number of matrices. 
So, the purpose of the present study was to develop and validate a LC-ESI-MS-MS method 
for determining residues of CAP in fish, shrimp, poultry, eggs, bovine and swine, using the 





2.1. Chemical and solvents 
CAP analytical grade (Purity higher than 99 %) and florfenicol (FL) analytical 
grade (internal standard) (Purity 100 %) were supplied by Sigma (Sigma-Aldrich,USA). 
Methanol and ethyl acetate (HPLC grade) were obtained from Mallinckrodt (Mallinckrodt 
Chemicals, USA). Sodium chloride p.a and sodium phos ate dibasic p.a (Merck, 
Germany), potassium chloride p.a (Merck, Brazil), potassium phosphate dibasic (Ecibra, 
Brazil), sodium phosphate dibasic pentahydrated (Labsynth Ltda, Brazil) and hydrochloric 
acid (Mallinkrodt Baker, Mexico). Water was purified using a Milli-Q system (Millipore, 
USA).  
 
2.2. LC-ESI-MS-MS equipment and conditions 
The LC-ESI-MS-MS system consisted of a Quaternary Pump Liquid 
Chromatograph System (Agilent 1100 Series) connected to a Applied Biosystem/PE Sciex 
API 4000 triple quadrupole mass spectrometer (Sciex, Toronto, Canada) in negative 
electrospray ionisation (ESI) mode. An autosampler (CTC HTS PAL System, Carboro, NC, 
USA) was connected to the system. 
The chromatographic separation was performed on a C18 reverse-phase analytical 
columm (100 mm x 2.1 mm, 4 µm) Jones Chromatography (Grace Vydac, USA), 
connected to a C18 pre-column (1 cm x 4 mm, 4 µm) Genesis (Grace Vydac, USA). The 
mobile phase was composed by water (A) and methanol (B). The elution gradient was as 
follow: A:B (50:50 v/v) in the first minute; from 1.0 to 1.5 min A:B (20:80 v/v) and keeped 
until 4.0 min; from 4.0 to 6 min the gradient was returned to A:B (50:50 v/v). The column 
was operated at room temperature (25°C) at a flow rate of 0.45 mL min-1. The injection 
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volumn was 20 µL. By using Multiple Reaction Monitoring (MRM) acquisition method in 
negative ionization mode, the ion transitions, 320.96/151.7 (CAP) and 356.20/184.9 (FL, 
internal standard) were used for quantitation and 320.96/257.1 for CAP confirmation 
(Table 1). The source block temperature was set to 450oC and the electrospray capillary 
voltage to -4.5 kV. The dwell time for each fragmentation pathway was 400 ms. Nitrogen 
was used as collision gas. 
 
Table 1 
Settings for each transition of CAP and FL (internal st ndard) in MRM, ESI, negative 
electrospray ionization mode. 
Compound Parent (m/z) Daughter 
(m/z) 








CAP 320.96 151.7 400 -11.0 -24.0 
CAP 320.96 257.1 400 -11.0 -16.0 














2.3. Food samples  
The muscle tissue from bovine, swine and poultry; whole egg, seafood products 
(peeled shrimp and clean fish) that had been previously tested negative for the presence of 
CAP, were selected as blank samples and stored at –20 ºC until analysis. 
Samples of bovine meat (149), swine meat (199), whole egg (60), shrimp (14), 
poultry (208) and fish (16) were collected in Brazil under the National Program for 
Residues Control in Foods of the Brazilian Ministry of Agriculture [27].  All samples were 
acquired from 2005 to 2006. The samples were stored at –20 ºC until analysis. 
 
2.4. Chloramphenicol standard and extraction solutions 
A CAP standard stock solution of 500 ng mL-1 and a FL internal standard stock 
solution of 10 µg mL-1 were prepared in methanol. CAP working solutions (5.0 ng.mL-1 
and 50 ng mL-1) and FL working solution (50 ng mL-1) were made by dissolution of the 
stock solution in methanol. 
A phosphate buffered saline solution (PBS) was prepared weighting 8.0 g of NaCl 
(137 10-3  mol L-1), 0.20 g of KCl (2.7 10-3 mol L-1), 1.15 g of Na2HPO4 .7H2O (8 10
-3 mol 
L-1), 0.215 g of Na2HPO4 (1 10
-3 mol L-1) , 0.20 g KH2PO4 (1 10
-3 mol L-1)  and diluting in 
water Milli-Q. The pH was adjusted to 7.2-7.4 with hydrochloric acid 1 mol L-1 and the 
volume completed to 1000 mL [28]. 
 
2.5. Sample analysis by LC-ESI-MS-MS 
Samples of, approximately, 100 g of bovine, swine ad poultry muscle; whole egg, 
seafood products (clean shrimp and fish) were homogenized using a food processor              
(Mallory model Triter, Brazil).  
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Homogeneized sample (1.00 g) was exactly weight in a 15 mL centrifuge tube and 
FL internal standard (2.0 ng g-1) and the phosphate buffered saline solution (PBS)  (4 mL) 
were added and the tubes introduced in an ultrasonic bath (Branson, USA) for 15 min, 
followed by centrifugation at 3000g for 10 min, at room temperature. The supernatant was 
transferred to another centrifuge tube and 4.5 mL of ethyl acetate was added. The samples 
were vortexed during 1 min and then centrifuged at 3000g for 10 min, at room temperature 
(if the volume of organic layer was lower than 2 mL, and additional amount of ethyl acetate 
(3 mL) was added, vortexed and centrifuged). The organic layer was transferred to a glass 
tube and evaporated to dryness at 45 ºC under a mild nitrogen flow, using a sample 
concentrator (Techne®, USA). The residue was ressuspended in 300 µL of methanol-water 
(50:50 v/v) and vortexed for 20 seconds. The samples w re transferred to the HPLC vials 
for injection in the LC-ESI-MS-MS system. In the case of samples originated from eggs the 
extracted material was centrifuged for 5 minutes at 12000g in a microcentrifuge prior LC-
MS-MS analysis. 
It is important to point out that the extraction of muscle samples has to be done 
immediately after tissue homogenization. This procedur  prevent any loss of CAP due to 
reactivation of endogenous enzymes in vitro, as reported in muscle, liver and kidney calf 
tissues [29].   
 
2.6. Method Validation 
The method was in-house validated using the following performance criteria: 
linearity, linear range, sensitivity, selectivity, intra-assay and inter-assay precision, 
accuracy, limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ), according to the 
 54 
European Commission Decision 2002/657/EC which defines performance criteria for the 
analyses of veterinary drug residues in food [19]. 
            The linearity and sensitivity were established through the analytical curve obtained 
by duplicate analysis at eight concentration levels 0.10, 0.15, 0.20, 0.30, 0.50, 1.0, 2.0 and 
5.0 ng g-1, and prepared by fortification of blank samples of each matrix before of 
extraction. A fixed amount (2.0 ng g-1) of internal standard was added to all samples. The 
analyses were performed in duplicate. The linearity and sensitivity were expressed as the 
correlation coefficient (r) and the slope of the analytical curve, respectively.  
The selectivity of the method was evaluated using the blank samples of each matrix 
(n=20) fortified with CAP solution to a final concentration of 0.1 ng g-1 and other set of 
twenty samples were fortified to 0.05 ng g-1. The internal standard FL was also added (2.0 
ng g-1).  
The LOD and LOQ were experimentally established through the signal-noise of 3:1 
and 10:1, respectively. The LOD was 0.03 ng g-1 and the LOQ 0.1 ng g-1 for all matrices 
studied.  
To evaluate extraction efficiency and matrix effect six blank samples of each matrix 
were fortified with CAP at three concentration levels of 0.10, 0.15 or 0.20 ng g-1 (total of 
18 samples). These samples were analyzed according to the procedure described in item 
2.5. A second set of 18 samples were prepared by fortifying directly the extract obtained 
from blank samples. In addition spiked solvent aliquots with CAP to a final concentration 
of 0.10, 0.15 or 0.20 ng g-1 (total of 18 samples) were also prepared. An analytic l curve 
was set with CAP in solvent (methanol-water 50:50 v/v). All these samples were part of the 
same analytical run. To evaluate the extraction effici ncy, the relation between the mean of 
the fortified samples before and fortified samples after extraction was determinated for each 
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concentration level. The matrix effect was evaluated through the relation between the mean 
of CAP of the fortified samples after extraction and the spiked solvent aliquots. 
The accuracy was assessed through the recovery test. The recovery was determined 
by additions of known amounts of CAP to the blank samples of each matrix and calculated 
as the relation between the measured CAP content in the fortified blank samples 
(concentration levels of 0.10, 0.15 and 0.20 ng g-1) and the fortification level. 
The repeatability of the method (intra-assay precision expressed as the relative 
standard deviation of peaks areas measurements) was determined for each matrix in one 
group of six blank samples which were spiked with standard analyte solution to a final 
concentration of 0.10, 0.15 and 0.20 ng g-1 (total of 18 samples).  
The within-laboratory reproducibility (inter-assay precision) was determined for 
each matrix. Blank samples were spiked with a standard analyte solution to a final 
concentration of 0.10, 0.15 and 0.20 ng g-1 (total of 18 samples), and the analyses 
performed in three different days by different analysts.  
 
3. Results and Discussion 
3.1. Optimization of the method 
Generally, organic solvents are used as extractant for quantitative procedures for 
CAP determination in foods, predominantly ethyl acet te. We propose a sample extraction 
using a phosphate buffered saline solution (PBS)  (pH 7.2-7.4) [30], which allow the 
solubilization of CAP from the samples and  at the same time due to the strong salinity 
(ionic strength) inhibit the solubilization in the aqueous phase of other organic compounds. 
Furthermore, inhibit the emulsion formation leaving CAP more available to the liquid-
liquid extraction with ethyl acetate. This extraction mode is less time – consuming, it 
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avoids pH adjustment and SPE (solid phase extraction) cleanup steps as recommended by 
other authors [20, 21, 24, 26]. 
To optimize MS-parameters, a CAP solution of 1 µg mL-1 was prepared in mobile 
phase (methanol-water 50:50 v/v) and infused in negative ionization mode (the pronounced 
electron affinity of CAP is an additional factor contributing to its efficient detection in the 
negative ionization mode) at a flow rate 10 µL min-1. The mobile phase was also introduced 
in the system to reproduce the same conditions as during analysis.  
The choice for gradient elution is justified because presented better 
chromatographic resolution  than isocratic elution. Other authors have also reported the use 
of gradient elution when determining CAP content in foods [22, 23]. 
 
3.2. Fragmentation pattern and chromatography 
The CAP spectra at different cone voltages was studied to select characteristic CAP 
fragments, which were optimized to obtain the maximum signal. The best results were 
obtained with m/z 320.96, 257.1 and 151.7 for CAP and 356.20 and 184.9 for FL. For 
quantitation and confirmation purposes, m/z 151.7 and 257.1 for CAP and 184.9 for FL 
were chosen, respectively. The fragmentation proposals for CAP and FL diagnostic ions are 
shown on Figure 1. Typical chromatograms and spectra of blanks and spiked poultry, fish, 
egg, shrimp, bovine and swine samples are illustrated on Figure 2. The CAP presented 
retention time of 2.08 min and FL of 1.28 min and there were no interfering compounds at 
those retention times for all the matrices evaluated. 
According to the Commission Decision 2002/657 criteria [19] for prohibited 
substances, at least one precursor ion and two product ions are required to confirm the 
presence of the analyte, in order to satisfy the qualitative system of identification points 
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(IPs). The IP system criteria consider a numerical contribution from each ion, depending on 
the analytical technique and fragmentation strategy. In the case of LC-MS-MS analysis a 
contribution of 1 from the precursor ion and 1.5 from each product ion are assigned; for 
prohibited substances, at least four IPs are requird for qualitative confirmation. Moreover, 
final confirmation also requires that relative abunda ces of selected ions (IRA) as well as 
relative abundance tolerance (RAT) should fall within a tolerance range. The IRA and RAT 
values for the six matrices studied are reported in Table 2. The values obtained are in 
accordance to EU requirements [19]. 
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Fig.1. Spectrum of chloramphenicol (CAP) (precursor and products) and typical fragmentation pattern  
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Fig. 2B. MRM chromatograms of chloramphenicol in bovine: blank samples and fortified samples containing 0.1 ng g-1 of CAP,  
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Fig. 2A. MRM chromatograms of chloramphenicol in fish: blank samples and fortified samples containing 0.1 ng g-1 of CAP,  
              m/z 320.96/151.7 (quantitation) and 320.96/257.1 (confirmation) transitions, respectively. 
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Egg - Blank Egg - LOQ 
Poutry - Blank Poultry - LOQ 
m/z 321/151.7 
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Fig. 2C. MRM chromatograms of chloramphenicol in egg: blank samples and fortified samples containing 0.1 ng g-1 of CAP,  
              m/z 320.96/151.7 (quantitation) and 320.96/257.1 (confirmation) transitions, respectively. 
Fig. 2D. MRM chromatograms of chloramphenicol in poultry: blank samples and fortified samples containing 0.1 ng g-1 of CAP,  




                   
 









































































   




















Swine - Blank Swine - LOQ 
m/z 321/151.7 
                         
m/z 321/257.1 
m/z 321/151.7 
m/z 321/151.7 m/z 321/151.7 
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Fig. 2E. MRM chromatograms of chloramphenicol in shrimp: blank samples and fortified samples containing 0.1 ng g-1 of CAP, 
              m/z 320.96/151.7 (quantitation) and 320.96/257.1 (confirmation) transitions, respectively. 
Fig. 2F. MRM chromatograms of chloramphenicol in swine: blank samples and fortified samples containing 0.1 ng g-1 of CAP,  
               m/z 320.96/151.7 (quantitation) and 320.96/257.1 (confirmation) transitions, respectively. 
Shrimp - Blank LOQ Shrimp - LOQ 
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Table 2 
Ions relative abundances as well as its respectives tolerances according Decision 





(IRA*)                   









>20% to 50% 
 
+/-25% 
Poultry 50.0 6.5 
Fish 45.5 15.4 
Swine 49.3 7.4 
Bovine 49.4 7.2 
Egg 48.4 7.1 
m/z 
257.1/151.7 
 (base peak) 
Shrimp 48.3 7.0 
*IRA = relation (%) between the analyte peak area (for confirmation transition m/z 257.1, 
low intensity) and analyte peak area (for quantitation ransition m/z 151.7, high intensity)   
 
 
3.3. Method Validation 
3.3.1. Linearity  
Analytical curves were linear in the range of 0.10 to 5.0 ng g-1 for all matrices 
studied and the correlation coefficients and relative standard deviation (RSD) were in the 
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range of 0.98 to 0.99 and below 7%, respectively (Table 3). We would like to mention that 
according to guidelines established by the Brazilian National Institute of Metrology, 
Standardization and Industrial Quality (INMETRO) only analytical curves presenting 
correlation coefficient above 0.90 can be used to calculate the analyte concentration [31].  
 
Table 3.   


















CAP(320.96/151.7) Fish 0.10-5.0 
 
0.9912 0.499 5.6 
CAP(320.96/151.7) Poultry 0.10-5.0 
 
0.9949 0.609 4.2 
CAP(320.96/151.7) Bovine 0.10-5.0 
 
0.9934 0.604 4.8 
CAP(320.96/151.7) Shrimp 0.10-5.0 
 
0.9932 0.491 5.5 
CAP(320.96/151.7) Egg 0.10-5.0 
 
0.9943 0.532 4.5 
CAP(320.96/151.7) Swine 0.10-5.0 
 
0.9966 0.648 3.7 
  
RSD = Estimate of relative standard deviation was clculated using five analytical curves 
(n=5); au: area units. 
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3.3.2. Method precision  
All the data relating to method recovery are summarized in Table 4; recoveries 
ranging between 51-101% and variability among the extracted samples for the analytes 
recovery was below 20%, meeting the recovery requird by EU guideline (range from 50 to 
120% for concentrations lower than 1ng g-1) [19]. 
Both, repeatability (intra-assay) and within-laborat y reproducibility (inter-assay) 
at the three different concentration levels evaluated presented relative standard deviation     
(RSD %) values below 15 %. Data concerning repeatability (intra-assay) are shows in 
Table 5 and within-laboratory reproducibility (inter-assay) in Table 6, respectively. 
According to European Commission Decision 2002/657/EC [19], coefficient of 
variation (CV) from a method should not exceed the value calculated by the Horwitz 
equation: CV = 2 (1-0.5 log C), where C is the mass fraction expressed in power of 10. 
However, for mass fractions below 1 ng g-1, this equation gives unacceptably high CV 
values. Therefore, 2002/657/EC recommends that the CV should be as low as possible in 
these cases. Meanwhile, Codex Alimentarius guidelines recommend that the CV should be 
below 35% [32]. 
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Table 4 
Extraction efficiency and matrix effect for chloramphenicol in fish, poultry, bovine, shrimp, egg and swine. 





 0.10 0.15 0.20 
Extraction efficiency* (%) 96.0 96.1 100.3 
Matrix Effect (%) 3.5 1.1 -4.5 
 
Fish (n=18) 
RSDa (%) 3.6 3.1 3.2 
Extraction efficiency* (%) 69.0 61.2 58.9 
Matrix Effect (%) 18.2 32.4 16.8 
 
Poutry  (n=18) 
RSDa(%) 5.4 5.9 3.2 
Extraction efficiency* (%) 54.1 55.3 64.6 
Matrix Effect (%) 22.5 6.4 15.7 
 
Bovine (n=18) 
RSDa(%) 9.3 5.7 13.9 
Extraction efficiency* (%) 62.2 65.7 64.9 
Matrix Effect (%) 4.8 -10.4 0.1 
 
Shrimp (n=18) 
RSDa(%) 7.8 5.3 7.1 
Extraction efficiency* (%) 65.6 68.0 63.6 
Matrix Effect (%) 12.9 16.4 0.5 
 
Egg (n=18) 
RSDa(%) 13.8 3.0 3.6 
Extraction efficiency* (%) 65.7 56.7 51.2 
Matrix Effect (%) -0.4 0.1 0.4 
 
Swine (n=18) 
RSDa(%) 9.7 17.5 10.8 
 
a RSD, Relative standard deviation among the six extracted samples (standard deviation/ mean) x 100. 
* To evaluate the extraction efficiency and matrix effect the analytical curve was set with CAP in solvent (methanol:water 50/50 v/v) 
Extraction efficiency: relation between the mean of the fortified samples b fore and fortified samples after extraction  




Repeatability (intra-assay) data for fish, poultry, bovine, shrimp, egg and swine. 





 0.10 0.15 0.20 
Mean 0.10 0.15 0.20 
Accuracy (%) 98.3 100 98.8 
 
Fish (n=18) 
RSD (%) 5.9 4.6 2.1 
Mean 0.09 0.16 0.21 
Accuracy (%) 92.8 110 105 
 
Poutry  (n=18) 
RSD (%) 11 5.3 6.3 
Mean 0.10 0.15 0.22 
Accuracy (%) 104 99.9 108 
 
Bovine (n=18) 
RSD (%) 4.8 4.6 4.5 
Mean 0.11 0.17 0.21 
Accuracy (%) 111 113 107 
 
Shrimp (n=18) 
RSD (%) 5.0 3.4 4.7 
Mean 0.11 0.17 0.22 
Accuracy (%) 111 116 110 
 
Egg (n=18) 
RSD (%) 1.8 1.4 1.6 
Mean 0.10 0.17 0.20 
Accuracy (%) 104 110 103 
 
Swine (n=18) 
RSD (%) 8.8 9.1 13.8 
 
Mean, accuracy and RSD were calculated from data of one independent validation batch.  
The validation batch was composed of 18 blank samples fortified at analyte final concentration of 0.10, 0.15 and 0.20 ng g-1. 
Accuracy: relation between mean of the measured content of the fortified samples and the fortification level.  
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Table 6 
Within-laboratory reproducibility (inter-assay) data for fish, poultry, bovine, shrimp, egg and swine. 





 0.10 0.15 0.20 
Mean 0.10 0.15 0.21 
Accuracy (%) 101 102 104 
 
Fish (n=54) 
RSD (%) 7.2 6.5 9.7 
Mean 0.09 0.15 0.19 
Accuracy (%) 87.6 97.1 97.5 
 
Poutry  (n=36) 
RSD (%) 11 14 10 
Mean 0.11 0.15 0.21 
Accuracy (%) 106 100 104 
 
Bovine (n=36) 
RSD (%) 6.9 5.9 7.2 
Mean 0.11 0.16 0.21 
Accuracy (%) 109 104 103 
 
Shrimp (n=36) 
RSD (%) 12 14 9.8 
Mean 0.10 0.17 0.21 
Accuracy (%) 105 111 107 
 
Egg (n=36) 
RSD (%) 6.91 7.6 5.6 
Mean 0.10 0.16 0.20 
Accuracy (%) 102 104 102 
 
Swine (n=36) 
RSD (%) 8.2 11 13 
Mean, accuracy and RSD were calculated from data of hree independent validation batches for matrix fish and two independent validation 
batches for poultry and bovine. Each validation batch was composed of 18 blank samples fortified at anlyte final concentration of 0.10, 
0.15 and 0.20 ng g-1. 
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3.3.3. Analytical limits and selectivity 
The limit of quantitation (LOQ) was 0.1 ng g-1 and the estimated detection limit was 
0.03 ng g-1. The lowest reported value for LOQ using LC-MS-MS technique was found for 
seafood (0.02 ng g-1) [26] swine and bovine (0.05 ng g-1) [22]. However, the extraction 
procedure described by the authors is rather complicated and time-consuming. 
Accuracy between 92-122% for the LOQ value and a rel tiv  standard deviation 
(RSD) lower than 17% were found for all the matrices which indicates that the method is 
repeatable and reproducible, according to EU guidelines [19]. The results are summarized 
in Table 7. 




          Undoubtedly, the best choice to evaluate the accuracy of a proposed method would 
be the analysis of a certified reference material. The comparison of results obtained with 
another accepted method for CAP determination would also be appropriated. 
Unfortunately, there is no certified sample for CAP available, and we have no other 
analytical validated method for CAP implemented in our laboratory. For these reasons, the 
accuracy was assessed through recovery of additions of known amounts of CAP in the 
blank samples. The recovery test is internationally ccepted if no certified reference 






Limit of quantitation (LOQ) accuracy data for fish, poultry, bovine, shrimp, egg and swine 







Accuracy (%) RSD (%) 
Fish 0.122 122 3.2 
Poultry 0.095 95 14.8 
Bovine 0.092 92 16.8 
Shrimp 0.115 114 10.2 
Egg 0.112 112 5.7 





3.3.5. Sample analysis 
None of the samples analyzed in this study (total samples 646) presented levels of 
CAP above the LOQ (0.1 ng g-1). The good veterinary practices used by Brazilian farmers 
may partly explain these results. 
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4. Conclusions 
The proposal of this study was to present a confirmatory quantitative method, 
validated in accordance to the European Commission Decision 2002/657/EC for CAP 
determination in several matrices using the same analytical procedure. The limit of 
quantitation (0.1 ng g-1) was lower than the minimum required limit performance value 
(MRPL) (0.3 ng g-1) and for all the matrices the accuracy and precision showed values 
between 87-116 % and lower than 14 %, respectively,  which demonstrates high 
detectability and reliability of the method. 
The advantages of the presented method compared with methods already described 
in literature are the short time to accomplish the analysis, the extraction procedure is simple 
and fast. The cleanup step was very effective and no matrix interference was observed. 
Therefore, by the proposed method less material is expended. The applicability of the 
method was demonstrated by its application in six different matrices and throughout the 
analysis of a large number of samples (total of 646 samples) for which the method 
presented sufficient efficiency for routine quality control operations, with many samples 
injections without excessive contamination of the mass spectrometer or loss of LC column 
performance. Besides that, this technique provides more structural or fragmentation 
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O CAP é um composto potencialmente carcinogênico, de uso proibido em animais 
produtores de alimentos para consumo humano, o que justifica  monitorar a  presença dos 
seus resíduos. Assim, no Brasil foram criados programas nacionais como o PNCR do 
Ministério da Agricultura  e PamVet da Agência Nacional de Vigilância Sanitária do 
Ministério da Saúde (ANVISA). 
No presente estudo foi desenvolvido um método analítico utilizando a técnica LC-
ESI-MS-MS para determinação de CAP o qual apresenta as vantagens de ser aplicável a 
diferentes matrizes alimentares (peixe, ovo, aves, bovinos, suínos e camarão), apresentar 
elevada detectabilidade (LOQ 0,1 ng g-1), sensibilidade e reprodutibilidade (RSD < 20 %), 
além de curto tempo de análise (6 min). 
    Atualmente o Brasil vem ocupando posição de destaque na exportação de 
commodities agropecuárias, por isso a preocupação com a qualidade os mesmos é de 
extrema importância para competição no mercado globalizado e segurança dos 
consumidores. Assim, o método foi aplicado na análise de amostras fornecidas pelo 
programa PNCR/Ministério da Agricultura, não tendo sido verificada a presença de CAP 
em nenhuma das amostras (total 646). Esse resultado pode ser devido à implementação das 
Boas Práticas Veterinárias pelos produtores no Brasil. Todavia, cabe ressaltar que embora 
não tenha sido verificada a presença de CAP nas amotras analisadas, se faz necessário 
novos estudos, principalmente de amostras destinadas ao mercado interno, para 


































Anexo 1. Foto do sistema LC-ESI-MS-MS: Cromatógrafo líquido acoplado a 
espectrômetro de massa em tandem -API 4000 triploquadrupolo com fonte electrospray. 
 
 
 
 
